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序　　　　　論

　脊椎動物網膜視細胞は光感受性の違いと形態学的な差異に基づき，錐体と桿体の 2種類に

分類される（第 1図 A）。錐体は光感受性が低く昼光視（昼間の視覚［色覚を含む］）そして

桿体は光感受性が高く薄明視（夕方および夜間の視覚）における光受容機能を担っている。

網膜が光照射されると，視細胞外節に存在する視物質（光感受性物質）に構造変化が生じ，

この結果外節内で一連の酵素反応が進行する。最終的に外節内の cyclic Guanosine 3＇, 5＇- 

monophosphate （cGMP） 濃度が低下するため，外節の形質膜に発現する cGMP依存性陽イ

オンチャネル（光感受性［陽］イオンチャネルとも呼ばれる）は閉塞し，外節内への陽イオ

ン（主に，ナトリウムイオン［Na＋］やカルシウムイオン［Ca2＋］）の流入が止まる。この

ため，視細胞は過分極する（Tomita et al., 1967; Penn & Hagins, 1969; Toyoda et al., 1969; 

Hagins et al., 1970; Kawamura, 1993, 1994）。この過分極は，視細胞終末から放出される L-

グルタミン酸量を減少させる（Trifonov, 1968; Murakami et al., 1972; Miller & Schwartz, 

1983; Murakami & Takahashi, 1987; Takahashi & Murakami, 1987, 1991; Copenhagen & 

Jahr, 1989; Ayoub et al., 1989; Murakami et al., 1995）。一方，暗時，多量の cGMPが外節

内に存在するため，cGMP依存性陽イオンチャネルは開口状態となり，このイオンチャネル

を通じて外節内に流入する陽イオンによって視細胞は脱分極する。この脱分極は，視細胞終

末から放出される L-グルタミン酸量を増加させる。錐体と桿体では外節部に存在する視物質

の種類が異なるものの，cGMP依存性陽イオンチャネル開閉のメカニズム（電位応答発生機

構）は概ね同じである（Haynes & Yaw, 1985; Watanabe & Murakami, 1991; Picones & 

Korenbrot, 1994）。暗時に視細胞終末から放出された L-グルタミン酸はシナプス間隙を拡散

し，第二次神経細胞（双極細胞および水平細胞）に発現するシナプス受容体（リガンド受容

体）に到達する。

　色覚を有する下等脊椎動物（魚類，両生類と爬虫類）網膜には三原色光（すなわち，短波

長光［青色領域の光］，中波長光［緑色領域の光］そして長波長光［赤色領域の光］）のそれ

ぞれに対して最大過分極を示す錐体（赤錐体，緑錐体と青錐体）が存在する（MacNichol & 
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Svaetichin, 1958; Tomita at al., 1967）。何れの錐体も，暗時に L-グルタミン酸を放出するこ

とが知られている（Murakami & Takahashi, 1987; Takahashi & Murakami, 1987, 1988, 1991; 

Ayoub et al., 1989; Copenhagen & Jahr, 1989）。この L-グルタミン酸は水平細胞のシナプス

下膜に発現する Kainic acid（KA）/（RS）-α-Amino-3-hydroxy-5-methyl-4 isoxazolepropionic 

acid （AMPA） 型グルタミン酸受容体（イオンチャネル直結型グルタミン酸受容体の一種）を

活性化し，この細胞を脱分極に導く（Murakami et al., 1972; Rowe & Ruddock, 1982a, b; 

Murakami & Takahashi, 1987; Takahashi & Murakami, 1987, 1988, 1991）。網膜が光照射さ

れると，錐体から放出される L-グルタミン酸量は減少し，グルタミン酸受容体の活性は低下

する。このため，水平細胞は明時に過分極する。 3種類の錐体で形成された光応答は，異な

る水平細胞（ 3種類の錐体水平細胞）にシナプス伝達される。赤錐体から直接的なシナプス

入力を受け取る水平細胞は，赤錐体同様に総ての可視光に対して過分極応答を示す（勿論，

長波長光［赤色領域の光］での網膜照射によって最大過分極応答を発生する）。ところが，緑

錐体から直接的なシナプス入力を受け取る水平細胞は，短波長光（青色領域の光）と中波長

光（緑色領域の光）を用いた網膜照射によって過分極応答を示すが，長波長光（赤色領域の

光）を用いた網膜照射では脱分極応答を発生する。そして，青錐体から直接的なシナプス入

力を受け取る水平細胞は，短波長光（青色領域の光）と長波長光（赤色領域の光）を用いた

網膜照射によって過分極応答を示すが，中波長光（緑色領域の光）を用いた網膜照射では脱

分極応答を発生する。このように，錐体で形成された三原色応答は水平細胞において見事に

反対色応答に変換される（MacNichol & Svaetichin, 1958; Tomita, 1963, 1965; Stell et al., 

1975; Burkhardt, 1977; Burkhardt & Hassin, 1978; Murakami et al., 1982a, b; Byzov & 

Shura-Bura, 1986; Takahashi & Murakami, 1991; Witkovsky et al., 1995）。水平細胞が示す

光応答を指標に，魚類網膜の錐体水平細胞は単相性水平細胞（赤錐体から直接的なシナプス

入力を受け取る水平細胞），二相性水平細胞（緑錐体から直接的なシナプス入力を受け取る水

平細胞）および三相性水平細胞（青錐体から直接的なシナプス入力を受け取る水平細胞）と

呼ばれている（MacNichol & Svaetichin, 1958; Tomita, 1963, 1965）。錐体での三原色応答

が水平細胞での反対色応答に変換されるしくみについては未だ完全に解明されているわけで

はないが，水平細胞から錐体への抑制性シナプスが関与していると考えられている（Stell et 

al., 1975; Burkhardt, 1977; Burkhardt & Hassin, 1978; Murakami et al., 1982a, b; Takahashi 

& Murakami, 1991; Witkovsky et al., 1995）。同種の水平細胞同士は電気シナプスを介して

繋がっており，その受容野サイズは数mmに及ぶ（Yamada & Ishikawa, 1965; Kaneko, 1971; 

Witkovsky et al., 1983; Baldridge et al., 1987, 1998; Vaney, 1993）。この受容野情報は，水

平細胞から錐体への抑制性シナプスを介して間接的に双極細胞にまで伝播され，結果として

双極細胞の同心円型中心－周辺拮抗的受容野の周辺受容野応答の形成に与かると考えられて
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いる（Werblin & Dowling, 1969; Naka & Witkovsky, 1972; Toyoda & Tonosaki, 1978; Davis 

& Naka, 1980）。つまり，水平細胞から錐体への抑制性シナプスは，反対色過程の形成のみ

ならず周辺受容野の形成にも関与している。桿体は錐体水平細胞とのシナプス連絡はなく，

桿体水平細胞とのみシナプス連絡している。桿体水平細胞も細胞同士が電気シナプスを介し

て結合し，錐体水平細胞と同様に大きな受容野を形成している（Tomita, 1965; Tsukamoto et 

al., 1987）。

　上記のように，反対色過程ならびに周辺受容野の形成に関し，水平細胞が重要な役割を演

じていることは明らかであった。しかし，水平細胞は大きく且つ細胞同士が電気シナプスを

介して結合しているため，当時主流であったガラス管微小電極法では詳細な解析が難しく，

反対色過程ならびに周辺受容野の形成における水平細胞の役割を完全に解明するには至らな

かった（例えば，Stell et al., 1975; Toyoda & Tonosaki, 1978）。1980年代前半，魚類網膜か

ら水平細胞を単離そして培養する技術が開発され，急性あるいは培養水平細胞を用いた生理

研究，特にリガンド受容体（シナプス受容体）や電位依存性イオンチャネルの解析が始まっ

た（Tachibana, 1981, 1983; Lasater & Dowling, 1982; Shingai & Christensen, 1983, 1986）。

この結果，水平細胞に発現するグルタミン酸受容体，γ -アミノ酪酸（GABA）受容体やドー

パミン受容体，そしてカルシウムチャネルやカリウムチャネルなどに加え，Na＋/Ca2＋交換ポ

ンプや GABAトランスポーターなどに関する生理学的・薬理学的研究が急速に進んだ（例

えば，Dixon et al., 1993; Takahashi et al., 1993; Schwartz, 1982, 1987, 2002）。1980年代後

半，単離・培養技術は魚類以外の動物種にも普及し，また水平細胞以外の網膜細胞にも導入

されるようになった。1990年代に入ると，脳研究で開発されたスライス標本が網膜研究にも

適用されるようになり，網膜スライス標本を用いて単一シナプスの解析が始まった。単離・

培養細胞を利用した単一神経細胞の興奮性の解析にスライス標本を利用した単一シナプスの

解析が加わり，網膜を構成する個々の神経細胞ならびにこれらの神経細胞が形成する神経回

路に関する知見が一段と増した。勿論，反対色過程ならびに周辺受容野の形成に関する研究

にも進展があり，水平細胞から錐体への抑制性シナプス以外に，錐体終末部の細胞外水素イ

オン濃度変化が関与する新たなしくみが明らかとなった（Hirasawa & Kaneko, 2003; Vessey 

et al.; 2005; Cadetti & Thoreson, 2006）。ところが，水平細胞の役割は依然完全に解明され

たわけではなく，科学技術の進歩に伴い新たな疑問が次々と浮上している。

　水平細胞を網膜内から単離する際，網膜を酵素（パパイン）処理し，その後パスツールピ

ペットなどを用いて機械（物理的）的に単離する方法が一般的である（Tachibana, 1981）。

単離した水平細胞は Concanavalin A （Con A） などの細胞接着因子で被覆したカバーグラス

に接着させ，生理実験に供する。また，培養水平細胞を生理実験に用いるとき，単離水平細

胞を Con Aなどで被覆したカバーグラスの上に置き，無機塩類にアミノ酸類やビタミン類な
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どを添加した培養液（例えば，Leibovitz＇s L-15 MediumやMedium 199）を加え培養（培

養温度；10°C～16°C）した（Tachibana, 1981, 1983; Dixon et al., 1993）。これらの培養液

中で，水平細胞は長期間生存することが報告されている（例えば，Tachibana, 1981, 1983; 

Dixon et al., 1993；髙橋，2000, 2012a）。ただし，培養期間が長くなると，樹状突起は退縮

し，水平細胞の形態が円形や楕円形へと変化した（髙橋，2000, 2012a）。円形や楕円形に変

化した水平細胞から突起が伸展することも報じられている（Tachibana, 1983）。水平細胞は

培養期間の長期化に伴いその形態が大きく変化するにもかかわらず，生理応答に顕著な変化

は認められなかった（Tachibana, 1981, 1983; Shingai & Christensen, 1986; DeVries & 

Schwartz, 1992）。ただし，培養期間の長期化に伴い，これらの生理応答（例えば，L-グル

タミン酸投与に伴い発生する膜電流応答［グルタミン酸電流］や電位依存性カルシウム電流）

は減少する傾向にあった（髙橋，2000）。最近，髙橋（2012a）は培養期間の長期化に伴い水

平細胞の生理応答が減少するしくみを探ることを目的として，アメリカナマズ網膜から単離

した錐体水平細胞を Leibovitz＇s L-15 Mediumを含む培養液（L-15 培養液）以外に，ビタミ

ン類やアミノ酸類を全く含まない無機塩類のみで作製した培養液（無機塩類培養液）で培養

し，両培養液における水平細胞の形態学的および生理学的変化を比較する実験を行った。こ

の結果，L-15 培養液で培養した水平細胞は無機塩類培養液で培養した水平細胞よりも長期間

生存し，また樹状突起の退縮が緩徐であることが明らかとなった。実際，L-15 培養液中で水

平細胞は 4週間もの長期間生存したが，無機塩類培養液中での生存は10日以内であった。不

思議なことに，無機塩類培養液で培養した水平細胞は L-15 培養液で培養した水平細胞より

も，L-グルタミン酸（100 μM）投与に伴い発生する膜電流変化（グルタミン酸電流）が有

意に大きいことが判明した。さらに，低温（4°C）の無機塩類培養液中で水平細胞を培養し

たとき，培養に伴うグルタミン酸電流の低減が遅延することも明らかとなった。

　無機塩類培養液で培養した水平細胞に発生するグルタミン酸電流が L-15 培養液で培養し

た水平細胞に比べて有意に大きいという結果は，Leibovitz＇s L-15 Mediumの成分中にグル

タミン酸受容体の活性を修飾（抑制性の修飾作用）する成分が含まれている可能性を示唆し

ている。Leibovitz＇s L-15 Mediumは細胞培養に一般的に用いられている人工培地であり，

これまでの研究を通覧しても Leibovitz＇s L-15 Mediumがグルタミン酸受容体を修飾すると

いう報告はない。本論文では，L-15 培養液で培養した水平細胞のグルタミン酸電流が無機塩

類培養液で培養した水平細胞のグルタミン酸電流よりも低減する原因を明らかにするため，

アメリカナマズ網膜から単離した直後の錐体水平細胞に対する Leibovitz＇s L-15 Mediumの

影響を調べた。
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実験材料と方法

アメリカナマズ網膜からの錐体水平細胞の単離

　実験には，体長約 35～45 cmのアメリカナマズ（Ictalurus punctatus）を用いた。Tachibana

（1981）の方法に従い，網膜から錐体水平細胞を単離し，培養した。本研究で用いた単離法

を以下に概説する。氷を用いて低温麻酔したアメリカナマズを約60分間暗順応し，ギロチン

を用いて断頭後，直ちに脳および脊髄の両側を穿刺した。雑菌の混入を防ぐため，頭部をク

リーンベンチ（滅菌箱）内に移し，眼球を摘出した。摘出眼球を70％エタノールに20秒間浸

し，滅菌した。この眼球を pH 7.6に調整した単離操作液（125.0 mM 塩化ナトリウム

［NaCl］，1.0 mM リン酸水素二ナトリウム［Na2HPO4］，2.5 mM 塩化カリウム［KCl］，2.5 

mM 塩化カルシウム［CaCl2］，0.5 mM 塩化マグネシウム［MgCl2］，0.5 mM 硫酸マグネシ

ウム［MgSO4］，10.0 mM ブドウ糖［Glucose］，10.0 mM N-2-Hydroxyethylpiperazine-N＇- 

2-ethanesulfonic acid［HEPES］，0.01 mg/mℓ ウシ血清アルブミン［BSA］）で数回洗浄し，

前眼部，水晶体および硝子体を除去後，網膜を剥離した。この剥離網膜を 2 mm幅に切断

し，1N-水酸化ナトリウム（NaOH）を用いて pH 7.0 に調整した Papain溶液（10 U/mℓ 

Papain［タンパク質分解酵素］，125.0 mM NaCl，1.0 mM Na2HPO4，2.5 mM KCl，10.0 

mM Glucose，1.0 mMピルビン酸ナトリウム，5.0 mM L-システイン，5.0 mM Ethylene 

glycol-bis （β-aminomethyl ether） N, N, N＇, N＇-tetraacetic acid ［EGTA］，10.0 mM HEPES，

0.01 mg/mℓ BSA）に移し，28°Cで20分間振盪した。この後，Papain溶液を除去し，網膜

片を4°Cの単離操作液を用いて 5回洗浄した。これらの網膜片をプラスチック製試験管（容

量 15 mℓ；Becton Dickinson）に移し，1.5 mℓ の単離操作液を加え，先端口径を約 1 mm

にファイアポリッシュしたパスツールピペット（Becton Dickinson）を用いて 5回出し入れ

（ピペッティング［機械的単離操作］）した。比較的大きな網膜片が沈殿するのを待ち，上澄

み（細胞浮遊液；約 1 mℓ）をガラス製試験管（容量 6 ml；Fisher Scientific Co.）に移し，

4°Cで保存した。再び，網膜片が存在する試験管に単離操作液を1.5 mℓ 補充し，パスツール

ピペットによる出し入れ（ピペッティング）を 5回行い，網膜片の沈殿後に細胞浮遊液を試

験管に移し，4°Cで保存した。この操作を，網膜片がなくなるまで続けた。この結果，30～

35本の細胞浮遊液を含む試験管を得ることができた。それぞれの試験管から 20 μℓ の細胞浮

遊液を採取しスライドガラスに置き，倒立型位相差顕微鏡（TMS-F, Nikon）で観察した。水

平細胞が複数認められる試験管を残し，これらの試験管の細胞浮遊液を本研究に用いた。細

胞浮遊液には樹状突起や軸索を有する細胞に加え，多数の球体（視細胞，双極細胞，アマク

リン細胞や神経節細胞の細胞体）が認められた。網膜を構成する神経細胞の形態学的特徴は
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細胞内染色法を用いて詳細に調べられており，これに基づき単離後の網膜細胞を識別するこ

とは可能であった（例えば，Kaneko, 1970, 1971; Naka & Otsuka, 1974; Copenhagen & 

Owen, 1976; Murakami & Shimoda, 1977; Famiglietti et al., 1977; Otsuka, 1978; Tauchi et 

al., 1990; Shimoda et al., 1992）。特に，細胞の大きさと特徴的な形態から，錐体水平細胞の

識別は容易であった。本研究では，単離後 6時間以内の錐体水平細胞を用いた。

水平細胞の膜電流導出とリンガー液の灌流

　ピペットマンを用いて細胞浮遊液を 100 μℓ 吸引し，これを倒立型位相差顕微鏡（TMD, 

Nikon）に装着した記録槽（容量；455 μℓ）に移した後，水平細胞が記録槽底部（厚さが
0.017 mmのガラス板［カバーグラス］）に沈むまで10分間程静置し，正常リンガー液あるい

は標準リンガー液を灌流した。記録槽底面のガラス板への水平細胞の接着は弱く剥がれ易い

ことを考慮し，本研究では先端口径が比較的大きな Y-tube（直径：250 μm）を作製し，こ

れを水平細胞から 5～7 mmの距離に置きリンガー液の灌流に利用した。記録槽底部のガラ

ス板に付着した水平細胞が，リンガー液の灌流によって剥がれることは殆どなかった。各種

の薬剤投与も，この Y-tubeを用いて行った。Y-tubeによる溶液の灌流速度は 390 μℓ/分で

あった。ただし，この灌流では水平細胞周辺の速やかな溶液灌流と交換（各種薬剤の水平細

胞への導入と除去）を保証できず，脱感作を示す膜電流応答を解析することは困難であった。

　水平細胞にWhole-cell voltage-clamp法を適用し，膜電流を記録した（Hamil et al., 1981）。

膜電流記録用パッチ電極は Brown-Flaming型微小電極製作器（Model-P97, Sutter Instrument 

Co.）を使い，Borosilicate性ガラス管（Garner Glass Co.）から作製した。電極抵抗は 5～8 

MΩであった。不関電極として，150 mM NaClと1.5％寒天を含む塩橋に接続した銀－塩化

銀電極を用いた。膜電流記録用パッチ電極と不関電極の液間電位を測定すると，記録用電極

が 4～6 mV負となった。本実験ではこの液間電位を考慮し，膜電位を－5 mV補正して表示

した。膜電流記録は室温（20～23°C）で実施した。水平細胞から導出した膜電流はWhole-

cell voltage-clamp用増幅器（Axopatch-1 D, Axon Instrument）に内蔵した 4次ベッセルフィ

ルター（2 KHz）を経由後 A/Dコンバーター（ITC-16, HEKA Instruments Inc.）介して 10 

KHzでデジタル化し，マッキントッシュコンピューター（MacOS X［10.2］）内臓のハード

ディスクに保存した。水平細胞の膜電位の制御（膜電位固定ならびに鋸波状膜電位変化）と

データ獲得には，Patchmaster （HEKA Instruments Inc.） を利用した。

　本研究では，網膜から単離した水平細胞の膜電位を＋35 mVに固定し，L-グルタミン酸な

どの投与あるいは L-15 リンガー液の灌流に伴い発生する膜電流変化を記録・保存した（第

1図）。既述したように，本研究ではリンガー液の灌流が緩やかであり，これに伴う溶液交

換や薬剤投与も緩やかであるため発生する膜電流変化も緩徐であり，このため長時間の記録・
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保存を行う必要があった。本研究では，膜電流変化を50秒間記録・保存した。さらに長時間

の膜電流記録が必要なとき，50秒間の記録・保存を繰り返し複数の膜電流記録を得，これら

を繋ぎ合わせた（第 1図 A （a）～（r））。50秒間の膜電流変化をデジタル化してハードディス

クに保存する際若干の時間を要するため，膜電流記録間に数秒以内の未記録部分が生じた（第

第 1図：アメリカナマズ網膜から単離した水平細胞の膜電流変化
　A： アメリカナマズ網膜に単離操作を施し得られた細胞浮遊液から 100 μℓ を取り，記録槽に
入れ約10分間静置した。その後，標準リンガー液を約40分間灌流し，水平細胞から膜電流を導
出した。水平細胞の膜電位を＋35 mVに固定すると，この水平細胞には＋180 pA程の膜電流
（保持電流）が現れた。L-グルタミン酸（Glu；100 μM）を投与すると，1020 pA程の外向き
電流が発生した。L-グルタミン酸を洗い流すと，数分かけて元の膜電流にまで戻った。次に，
標準リンガー液を L-15リンガー液（L-15 saline）に交換し，灌流を行った。L-15リンガー液の
灌流に伴う外向き電流が発生し，＋575 pAに達した。L-15 リンガー液を灌流し続けると，外
向き電流はさらに増大し，約10分後には＋680 pAに到達した。標準リンガー液に戻すと，数
分かけて元の膜電流にまで戻った。グルタミン酸の投与そして L-15 リンガー液の灌流を通じ
て，膜電流変化は50秒間毎に記録・保存され，これらを繋ぎ合わせて長時間記録を作製した。
50秒間記録の保存には若干の時間を要したため，長時間記録では50秒毎に数秒以内の未記録部
分が生じた。L-グルタミン酸の除去，標準リンガー液の灌流中そして L-15 リンガー液の灌流
中には，膜電流に大きな変化が認められなかったので，記録・保存を中断した（例えば，（d） 
と （e），（j） と （K），（K） と （i），（m） と （n），（q） と （r） など）。L-グルタミン酸除去の際，
膜電流に不測の乱れが生じた（（b） の黒矢）。B： 膜電流記録を開始した時点 （a） を 0とし，そ
れぞれの膜電流記録の最初の膜電流値を測定時間に対してプロットしグラフ化した。このグラ
フでは50秒間記録の初期電流値をプロットするため，記録の途中で大きな膜電流変化（例えば，
A （b） と B （b） の比較）が生じても，この変化はグラフに表れない。
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1図 A）。また，水平細胞の膜電流に変化が認められないとき（例えば，薬剤を投与しない

ときや薬剤投与に伴い惹起された膜電流変化が定常状態に達しているとき），記録・保存を中

断した（例えば，第 1図 Aの （j） と （K） の間，（m） と （n） の間や （q） と （r） の間など）。

20分以上にも亘る長時間の膜電流記録を行うとき，得られた各膜電流記録の初期電流値を記

録時間（膜電流記録を開始した時点を［0］とする）に対してプロットしグラフ化した（第

1図 B （a）～（r））。このグラフの各プロットは50秒間記録の初期電流値であるため，50秒間

記録の途中に膜電流変化が生じた場合，グラフ上にこの変化が反映されることはない。実際，

第 1図 Aの （b） では不測の膜電流変化が生じたが，この変化は第 1図 Bのプロットには現

れない。勿論，50秒間膜電流記録の途中に生じた変化が生理応答である場合，グラフ化せ

ず，膜電流記録をそのまま使用することにした。このように，グラフ化には短時間の膜電流

変化が反映されないという欠点はあるものの，膜電流の経時的変化を通覧する際大変便利で

あり，本研究での膜電流変化の表示に用いた。電流－電圧関係を調べる目的で，水平細胞に

鋸波状の膜電位変化（－95～＋45 mV, 500ミリ秒）を50秒間記録の合間に与え，発生する膜

電流変化（電流－電圧関係）を記録した（第 2図 Bと第 5図 B）。水平細胞に対する薬剤投

与の影響を調べる際，薬剤投与中の膜電流変化から投与前の膜電流変化を差し引き，イオン

チャネル活性に基因する膜電流成分を取り除いた膜電流変化（電流－電圧関係）を求めた（第

5図 B）。保存した膜電流の解析には，Igor Ver. 5.0（Wavemetrics Inc.）を用いた。

リンガー液とパッチ電極内液の組成

　アメリカナマズ網膜から単離した水平細胞を灌流する正常リンガー液の組成は，120.0 mM 

NaCl，2.5 mM KCl，2.5 mM CaCl2，1.0 mM MgCl2，10.0 mM Glucose，10.0 mM HEPES

であった。本研究で採用している膜電位固定（＋35 mV）では外向き整流性カリウムチャネル

が活性化する可能性があり，このカリウムチャネル活性を抑えるため，正常リンガー液のNaCl

を 20 mM減じ，代わりに 10 mM塩化セシウム（CsCl）と 10 mM Tetraethylanmonium-Cl

（TEA-Cl）を加えた標準リンガー液を作製し使用した。水平細胞に対する Leibovitz＇s L-15 

Mediumの影響を調べる際，Leibovitz＇s L-15 Mediumを添加したリンガー液（L-15リンガー

液）（Leibovitz＇s L-15 Medium［浸透圧調整のため85％に希釈して使用］，0.3 mM アスコル

ビン酸，10.0 mM HEPES）を作製し，Y-tubeを通じて灌流した（Leibovitz, 1963）。L-15 

リンガー液は無機塩類以外に，17種類のアミノ酸と 7種類のビタミンを含んでいる（第 1

表）。単離操作液，Papain溶液，正常リンガー液，標準リンガー液そして L-15リンガー液な

どは作製後，必ず浸透圧を測定した（5500 Vapor Pressure Osmometer, Wescor Inc.）。これ

らの溶液の浸透圧は，265～280 mOsm/kgであった。L-グルタミン酸とそのアゴニストは浸

透圧の変化を考慮せず，リンガー液に添加し Y-tubeで投与した。何れのリンガー液にも0.1 
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mg/mℓ BSAを加え，そして 1 N-NaOHを用いて pH 7.6 に調整し灌流した。

　カリウムチャネル活性を抑えるため，リンガー液に CsClと TEA-Clを添加することに加

え，パッチ電極内液に KClの代わりに CsClを用いた。パッチ電極内液の組成は 120.0 mM 

CsCl，1.0 mM NaCl，0.5 mM CaCl2，1.0 mM MgCl2，10.0 mM EGTA，2.0 mM Adenos-

ine 5＇-triphosphate （ATP），1.0 mM Guanosine 5＇-triphosphate （GTP），10 mM HEPESで

GIBCOの Libovitz＇s L-15 Medium組成表に基づき作製した。
無機塩類の化学式： NaCl（塩化ナトリウム）， KCl（塩化カリウム），CaCl2

（塩化カルシウム），MgCl2（塩化マグネシウム），MgSO4（硫酸マグネシウ
ム），Na2HPO4（リン酸水素二ナトリウム），KH2PO4（リン酸二水素カリウム）

第 1表　Leibovitz＇s L-15 Mediumの組成
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あった。本研究では，総ての実験においてこのパッチ電極内液を用いた。パッチ電極内液の

浸透圧は，260～265 mOsm/kgであった。パッチ電極内液は，1 N-水酸化セシウム （CsOH） 

を用いて pH7.2 に調整し用いた。

　正常リンガー液の灌流中，水平細胞の内向き整流性カリウムチャネルは－70 mV付近より

も負の膜電位（過分極側）で，そして外向き整流性カリウムチャネルは－30 mV付近よりも
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正の膜電位（脱分極側）で活性化することが知られている（例えば，Tachibana, 1983）。本

研究で採用した実験条件下（CsClを充填したパッチ電極内液および CsClと TEA-Clを添加

した標準リンガー液）で，水平細胞に発現する両カリウムチャネルは概ね抑えられていると

予想される。しかし，L-15リンガー液の影響を調べる実験（パッチ電極には CsClを充填）

において，L-15 リンガー液は CsClも TEA-Clも含まず，水平細胞を＋35 mVに膜電位固定

したとき外向き整流性カリウム電流が発生する可能性がある。そこで，CsClも TEA-Clも添

加しない実験条件下（正常リンガー液の灌流）で，＋35 mVに膜電位固定した水平細胞に外

向き整流性カリウム電流が発生するのか否を調べた（第 2図）。アメリカナマズ網膜に単離

操作を施し得られた細胞浮遊液から 100 μℓ を取り，記録槽に入れ約10分間静置した。その

後，正常リンガー液を約30分間灌流し，膜電流を導出した。水平細胞の膜電位を＋35 mVに

固定すると，この細胞には＋95 pA程の膜電流（保持電流）が現れた（第 2図 A）。正常リ

ンガー液のNaClを 120 mMから72.5 mMに減少そしてKClを2.5 mMから 50 mMに増加

した高 K＋正常リンガー液（High-K＋）を作製し，灌流した。この高 K＋正常リンガー液を灌

流すると，膜電流に 20 pA程の一過性増加が現れたが，数分後には元の膜電流へと戻った。

第 2図：水平細胞に発現する電位依存性カリウムチャネルの活性化
　A： アメリカナマズ網膜に単離操作を施し得られた細胞浮遊液から 100 μℓ を取り，記録槽に入れ
約10分間静置した。その後，正常リンガー液を約30分間灌流し，水平細胞から膜電流を導出した。
水平細胞の膜電位を＋35 mVに固定すると，約＋95 pAの膜電流（保持電流）が現れた。正常リン
ガー液を高 K＋正常リンガー液（High-K＋）に交換し灌流すると，膜電流は一過性に＋110 pA付近
まで増加したが，緩やかに＋100 pA付近に戻った。正常リンガー液に戻すと，膜電流は＋100 pA付
近で維持された。次に，正常リンガー液を標準リンガー液（Standard saline）に交換し灌流した。リ
ンガー液の交換時に一過性に膜電流は＋125 pA付近にまで増加したが，その後膜電流は＋110 pA～
＋120 pAに維持された。標準リンガー液を高 K＋標準リンガー液（High-K＋ with CsCl & TEA-Cl）
に交換し灌流しても，膜電流に顕著な変化は認められなかった。＋35 mVに膜電位固定した水平細
胞に対する各種のリンガー液の影響を調べたが，膜電流変化は 10～20 pAと微弱であった。B： 水
平細胞を各種リンガー液で灌流しているとき，鋸波状の膜電位変化（－95～＋45 mV, 500ミリ秒）を
与え，膜電流変化（電流－電圧関係）を記録した。Baでは，高 K＋正常リンガー液（a），正常リン
ガー液（b），標準リンガー液（c），そして高K＋標準リンガー液（d）の灌流中の膜電流変化（電流－
電圧関係）を記録し，重ねて表示した。正常リンガー液（b）と標準リンガー液（c）の灌流中に得ら
れた膜電流変化（電流－電圧関係）は，殆ど一致していた。高 K＋正常リンガー液（a）を灌流した
とき，＋10 mVよりも負の膜電位で大きな内向き電流（内向き整流性カリウム電流；細胞外K＋濃度
を2.5 mMから 50 mMに上げたため，内向き整流性カリウム電流の活性化電位が正側の膜電位に移
動した）が観察された。しかし，CsClと TEA-Clを含む高 K＋標準リンガー液（d）を灌流すると，
この内向き電流（内向き整流性カリウム電流）は著しく減少した。Baから明らかなように，＋20 mV
よりも正の膜電位では何れのリンガー液を灌流しても，膜電流に大きな差異は認められなかった。つ
まり，本実験（CsClを充填したパッチ電極内液の使用）において水平細胞に外向き整流性カリウム
電流は発生しないことを示唆している。ただし，リンガー液への CsClと TEA-Clの添加の有無は，
内向き整流性カリウムチャネル活性に大きく影響した。Bbでは，高 K＋正常リンガー液（a）と正常
リンガー液（b）の灌流中に錐体水平細胞が示す膜電流変化（電流－電圧関係）を，縦軸（電流軸）
のスケールを調整し，重ねて表示した。Bcでは，標準リンガー液（c）と高 K＋標準リンガー液（d）
灌流中に水平細胞が示す膜電流変化（電流－電圧関係）を重ねて表示した。
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正常リンガー液に戻しても，膜電流に大きな変化は見られず，＋100 pA程を維持した。正

常リンガー液を標準リンガー液（Standard saline）に代えて灌流すると，水平細胞の膜電流

は一過性に＋100 pAから＋125 pA程まで増加したが，直ぐに＋115 pA付近にまで戻り，

この膜電流に維持された。標準リンガー液の NaClを 100 mMから52.5 mMに減少そして

KClを 2.5 mMから 50 mMに増加した高 K＋標準リンガー液（High-K＋ with CsCl & TEA-

Cl）を作製し，灌流した。この高 K＋標準リンガー液を灌流すると，膜電流には微弱な一過

性増加が現れたが，直ぐに＋115 pA付近まで戻り，この膜電流で維持された。標準リンガー

液に戻しても，膜電流に大きな変化は認められなかった。第 2図 Aの結果から，CsClも

TEA-Clも含まない正常リンガー液の灌流中，＋35 mVに膜電位固定した水平細胞に外向き

整流性カリウム電流は発生しないことが示唆された。次に，各種のリンガー液の灌流中，鋸

波状の膜電位変化（－95～＋45 mV，500ミリ秒）を与え，膜電流変化（電流－電圧関係）

を観察した（第 2図 Ba，Bbと Bc）。高 K＋正常リンガー液を灌流したとき，＋30 mVより

も負の膜電位で直線的に増加する内向き電流（内向き整流性カリウム電流；細胞外 K＋濃度

を 2.5 mMから 50 mMに上げたため，内向き整流性カリウム電流の活性化電位が正の膜電

位に移動した。）が発生した。しかし，正常リンガー液の灌流では，この内向き整流性カリウ

ム電流は殆ど認められなかった（第 2図Ba （a） と （b） そしてBb （a） と （b））。正常リンガー

液を標準リンガー液に交換し灌流しても，膜電流（電流－電圧関係）に大きな変化は生じな

かった（第 2図 Ba （b） と （c））。ただし，高K＋標準リンガー液を灌流すると，高K＋正常リ

ンガー液の灌流時ほどではないが，内向き電流（内向き整流性カリウム電流）の増加が認め

られた（第 2図 Ba （c） と （d） そして Bc （c） と （d））。同様の実験を別の個体から単離した

2つの水平細胞で実施し，概ね同じ結果を得た。第 2図の実験を通じて，＋35 mVに膜電位

固定した水平細胞から外向き整流性カリウムチャネル活性に基因する膜電流変化を記録する

ことはできなかった。パッチ電極内に充填した CsClによって，外向き整流性カリウムチャ

ネル活性が抑えられているためであろうと推測された。一方，内向き整流性カリウム電流は

リンガー液への CsClと TEA-Clの添加の有無による影響を受けることが判明した。以上か

ら，L-15 リンガー液を灌流したとき，＋35 mVに膜電位固定した水平細胞に外向き整流性

カリウム電流が含まれる可能性はないと推測された。

　薬品類の多くは，Sigma-Aldrich Co.から購入した。また，PapainはWorthington Biochemical 

Co., （RS）-α-amino-3-hydroxy-5-methyl-4 isoxazolepropionic acid （AMPA）, 2,3-Dioxo-

6-nitro-1,2,3,4- tetrahydrobenzo ［f］ quinoxaline-7-sulfonamide （NBQX） と D-（-）- 

2-amino-5-phosphonopentanoic acid （AP5） は Tocris Biosciences，そして Leibovitz＇s L-15 

Mediumは Gibcoから購入した。
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実　験　結　果

アメリカナマズ網膜から単離した水平細胞の膜電流

　水平細胞に対する L-グルタミン酸およびそのアゴニストの投与，ならびに L-15 リンガー

液の灌流の効果を調べた（第 1図と第 3図）。

　アメリカナマズ網膜に単離操作を施し得られた細胞浮遊液から 100 μℓ を取り，記録槽に

入れ約10分間静置した。その後，標準リンガー液を約40分間灌流し，水平細胞から膜電流を

導出した。水平細胞の膜電位を＋35 mVに固定すると，この細胞には＋180 pA程の膜電流

第 3図： L-グルタミン酸とそのアゴ二スト類の投与および L-15 リンガー液の灌流に伴い水平細胞に発生
する膜電流変化
　アメリカナマズ網膜に単離操作を施し得られた細胞浮遊液から 100 μℓ を取り，記録槽に入れ約
10分間静置した。その後，標準リンガー液を約30分間灌流し，水平細胞から膜電流を導出した。
水平細胞の膜電位を＋35 mVに固定すると，約＋100 pAの膜電流（保持電流）が現れた。L-グ
ルタミン酸（Glu; 100 μM），カイニン酸（KA; 100 μM），（RS）-α-amino-3-hydroxy-5-methyl-4 
isoxazolepropionic acid（AMPA; 100 μM）そして N-methyl-D-aspartate （NMDA; 100 μM）の
それぞれを連続して投与すると，水平細胞には約 1430 pA，約 2155 pA，約 360 pAそして約 610 
pAの外向き電流が発生した。再度 L-グルタミン酸（100 μM）を投与すると，約 1300 pAの外
向き電流が現れた。この膜電流は，最初の L-グルタミン酸投与に比べて約10％減少していた。最
後に，標準リンガー液を L-15 リンガー液（L-15 saline）に交換し，約200秒間灌流した。時間経
過の緩やかな外向き電流が発生し，約 780 pAに到達した。L-15 リンガー液から標準リンガー液
に戻すと，膜電流は＋180 pAまで戻った。
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（保持電流）が現れた。L-グルタミン酸（Glu; 100 μM）を投与すると，水平細胞には 1020 

pA程の外向き電流が発生した（第 1図）。L-グルタミン酸を洗い流すと，数分後に膜電流は

＋140 pA付近にまで戻った。次に，標準リンガー液を L-15 リンガー液に交換し，灌流し

た。L-15 リンガー液（L-15 saline）の灌流に伴い，膜電流は約＋140 pAから約＋575 pAへ

と増加した。L-15 リンガー液の灌流を続けると，膜電流はさらに緩やかに増加し＋680 pA

に到達した。L-15 リンガー液から標準リンガー液に戻すと，数分かけて元の膜電流付近にま

で戻った。L-グルタミン酸の投与と L-15 リンガー液の灌流の連続実験を通じて得られた18

回分の膜電流記録のそれぞれの初期電流値を，記録した時間（膜電流記録を開始した時点を

［0］とする）に対してプロットしグラフ化した（第 1図 B）。

　異なるアメリカナマズ網膜に単離操作を施し得られた細胞浮遊液から 100 μℓ を取り，記

録槽に入れ約10分間静置した。その後，標準リンガー液を約30分間灌流し，水平細胞から膜

電流を導出した。水平細胞の膜電位を＋35 mVに固定すると，この細胞には＋100 pA程の

膜電流（保持電流）が現れた。L-グルタミン酸（Glu; 100 μM）とそのアゴニスト類（100 

μM）の投与，そして L-15 リンガー液（L-15 saline）の灌流に伴い水平細胞に発生する膜電

流変化を記録した（第 3 図）。L-グルタミン酸，カイニン酸 （KA），（RS）-α -amino-3-

hydroxy-5-methyl-4 isoxazolepropionic acid （AMPA） そして N-methyl-D-aspartate （NMDA） 

を投与すると，水平細胞には約 1430 pA，約 2155 pA，約 360 pAそして約 610 pAの外向

き電流が発生した。再度 L-グルタミン酸を投与すると，水平細胞には 1300 pA程の外向き

電流が現れた。この膜電流変化は，最初の L-グルタミン酸投与に比べて10％程減少してい

た。最後に，標準リンガー液を L-15 リンガー液に交換し，約200秒間灌流した。L-15 リン

ガー液の灌流に伴い水平細胞には時間経過の緩やかな外向き電流が発生し，約 780 pAに到

達した。L-15 リンガー液から標準リンガー液に戻すと，膜電流は＋180 pAにまで戻った。

　以上の結果から，L-15 リンガー液の灌流は水平細胞に膜電流変化を誘発することが明らか

となった。

L-グルタミン酸投与と L-15 リンガー液灌流に伴い水平細胞に発生する膜電流変化の比較

　水平細胞に対する L-グルタミン酸投与に伴い発生する膜電流変化と L-15 リンガー液の灌

流に伴い発生する膜電流変化を比較する実験を行った（第 4図）。

　アメリカナマズ網膜に単離操作を施し得られた細胞浮遊液から 100 μℓ を取り，記録槽に

入れ約10分間静置した。その後，標準リンガー液を約30分間灌流し，水平細胞から膜電流を

導出した。水平細胞の膜電位を＋35 mVに固定すると，この細胞には＋90 pA程の膜電流

（保持電流）が現れた。L-グルタミン酸（Glu; 10 μMと 100 μM）の投与と L-15 リンガー

液（L-15 saline）の灌流に伴い水平細胞に発生する膜電流変化を記録した（第 4図）。L-グ
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ルタミン酸（10 μM）を投与すると，水平細胞には 850 pA程の外向き電流が発生した。L-

グルタミン酸を洗い流して膜電流が元に戻った後，L-15 リンガー液（L-15 saline）を灌流し

た。水平細胞には 610 pA程の外向き電流が現れ，L-15 リンガー液の灌流を続けると膜電流

はゆっくり増加し約 760 pAに到達した。標準リンガー液に戻すと，数分かけて元の膜電流

に戻った。次に，100 μMの L-グルタミン酸を投与した。約 1500 pAの外向き電流が現れ，

これを洗い流すと元の膜電流にまで戻った。

　以上の結果から，水平細胞に対する L-15 リンガー液灌流の効果は 10 μMの L-グルタミ

ン酸投与に匹敵することが明らかとなった。

第 4図：L-グルタミン酸の投与と L-15リンガー液の灌流に伴い水平細胞に発生する膜電流変化の比較
　アメリカナマズ網膜に単離操作を施し得られた細胞浮遊液から 100 μℓ を取り，記録槽に入
れ約10分間静置した。その後，標準リンガー液を約30分間灌流し，水平細胞から膜電流を導出
した。水平細胞の膜電位を＋35 mVに固定すると，約＋90 pAの膜電流（保持電流）が現れ
た。L-グルタミン酸（Glu; 10 μM）を投与すると，850 pA程の外向き電流が発生した。ただ
し，L-グルタミン酸を投与し続けると，膜電流は若干減少して一定になった。L-グルタミン酸
を洗い流した後，L-15 リンガー液（L-15 saline）を灌流した。水平細胞には 610 pA程の外向
き電流が現れ，L-15 リンガー液の灌流を続けると膜電流は緩やかに増加し約 760 pAに到達し
た。標準リンガー液に戻し，100 μMの L-グルタミン酸を投与した。投与直後には約 1500 pA
の外向き電流が現れたが，その後 L-グルタミン酸の投与にもかかわらず膜電流は徐々に減少し
た。これを洗い流すと，数分かけて元の膜電流にまで戻った。
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L-15 リンガー液灌流に伴い水平細胞に発生する膜電流変化に対するキヌレン酸の作用

　L-15 リンガー液の灌流に伴い発生する膜電流変化に対するイオンチャネル直結型グルタミ

ン酸受容体の阻害剤の影響を調べた（第 5図）。

　アメリカナマズ網膜に単離操作を施し得られた細胞浮遊液から 100 μℓ を取り，記録槽に

入れ約10分間静置した。その後，標準リンガー液を約30分間灌流し，水平細胞から膜電流を
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導出した。水平細胞の膜電位を＋35 mVに固定すると，この細胞には＋100 pA程の膜電流

（保持電流）が現れた。L-グルタミン酸（Glu; 100 μM）を投与すると，水平細胞には 1200 

pA程の外向き電流が発生した。L-グルタミン酸を洗い流すと，数分かけて膜電流は＋70 pA

にまで戻った。次に，L-15 リンガー液（L-15 saline）を灌流すると，水平細胞には 510 pA

程の外向き電流が発生した。L-15 リンガー液の灌流に伴い発生した外向き電流は，L-グル

タミン酸投与に伴う膜電流変化に比べて時間経過が緩やかであった。L-15 リンガー液の灌流

中，L-グルタミン酸受容体の阻害剤であるキヌレン酸（1 mM）を投与すると，膜電流は

＋510 pAから＋375 pAまで減少した。キヌレン酸を洗い流すと，数分後に膜電流は＋550 

pAにまで回復した。L-15リンガー液から標準リンガー液に戻すと，外向き電流は減少し，

膜電流は＋80 pAにまで戻った。再度 L-グルタミン酸（100 μM）を投与すると，水平細胞

には 1290 pAの外向き電流が発生した。この膜電流変化は，最初の L-グルタミン酸投与よ

りも7.5％程増加していた。これを洗い流すと，元の膜電流にまで戻った。

　L-グルタミン酸の投与中と L-15 リンガー液の灌流中，水平細胞に鋸波状の膜電位変化

（－95～＋45 mV，500ミリ秒）を与え，発生する膜電流変化（電流－電圧関係）を調べた。

L-グルタミン酸の投与に伴い水平細胞に発生する膜電流は－30 mVよりも正の膜電位で概ね

直線的に増加するが，－30 mV付近より負の膜電位で僅かに減少した（第 5図A下図の （a）

と B左図（a）－（b）［青色］）。この外向き整流性を示す膜電流変化（電流－電圧関係）は，

第 5図：L-15リンガー液の灌流に伴い水平細胞に発生する膜電流変化に対するキヌレン酸の影響
　A： アメリカナマズ網膜に単離操作を施し得られた細胞浮遊液から 100 μℓ を取り，記録槽に入れ
約10分間静置した。その後，標準リンガー液を約30分間灌流し，水平細胞から膜電流を導出した。
水平細胞の膜電位を＋35 mVに固定すると，約＋100 pAの膜電流（保持電流）が現れた。L-グル
タミン酸（Glu; 100 μM）を投与すると，1200 pA程の外向き電流が発生した。L-グルタミン酸を
洗い流し，元の膜電流にまで戻った後，L-15 リンガー液（L-15 saline）を灌流した。水平細胞には
外向き電流が緩やかに発生し，約 510 pAに達した。L-15 リンガー液の灌流中，L-グルタミン酸受
容体の阻害剤であるキヌレン酸（1 mM）を投与すると，膜電流は＋510 pAから＋375 pAまで減少
した。キヌレン酸を洗い流すと，数分かけて＋550 pAにまで回復した。L-15 リンガー液から標準リ
ンガー液に戻すと膜電流は減少し，＋80 pAにまで戻った。再度 L-グルタミン酸（100 μM）を投与
すると，水平細胞は 1290 pA程の外向き電流を発生した。この膜電流変化は，最初の L-グルタミン
酸投与よりも7.5％増加していた。これを洗い流すと，膜電流は＋80 pAにまで戻った。Aのグラフ
の下には，L-グルタミン酸投与中（a），標準リンガー液の灌流中（（b）と（f）），L-15 リンガー液灌
流中（（c）と（e））そして L-15 リンガー液灌流中にキヌレン酸を投与したとき（d）に，鋸波状の
膜電位変化（－95～＋45 mV，500ミリ秒）を水平細胞に与え，発生する膜電流変化（電流－電圧関
係）を表示した。B： L-グルタミン酸投与中に得られた膜電流変化（A（a））から標準リンガー液灌
流中に得られた膜電流変化（A（b））を差し引き，L-グルタミン酸を投与したときの実質的な膜電流
変化（電流－電圧関係）を求め，表示した（Bの左図（a）－（b）［青色表示］）。また，L-15 リンガー
液灌流時に得られる膜電流変化（A（c））から標準リンガー液灌流時に得られた膜電流変化（A（b））
を，そして L-15リンガー液灌流中にキヌレン酸を投与した時に得られた膜電流変化（A（d））から
標準リンガー液灌流時に得られた膜電流変化（A（b））を差し引き，L-15リンガー液灌流中と L-15
リンガー液灌流中にキヌレン酸を投与した時の実質的な膜電流変化（電流－電圧関係）を求め，表示
した（Bの右図（c）－（b）［赤色表示］と（d）－（b）［緑色表示］）。
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L-グルタミン酸投与に伴い N-Methyl-D-aspartate （NMDA） 型グルタミン酸受容体が主に活

性化していることを示唆している。L-15リンガー液を灌流した場合にも，同様の外向き整流

性の電流－電圧関係が観察された（第 5図A下図の （c） と （e），そしてB右図 （c）－（b） ［赤

色］）。キヌレン酸を投与すると，総ての膜電位に亘って膜電流の減弱が観察された（第 5図

B右図（d）－（b）［緑色］）。

　以上の結果から，L-15 リンガー液の灌流に伴い水平細胞に発生する膜電流変化はグルタミ

ン酸受容体の活性化に伴う膜電流成分を含んでいることが示唆された。

L-15 リンガー液灌流に伴い水平細胞に発生する膜電流変化に対するイオンチャネル直結型

グルタミン酸受容体阻害剤の作用

　L-15 リンガー液の灌流に伴い水平細胞に発生する膜電流変化が，どのタイプのイオンチャ

ネル直結型グルタミン酸受容体の活性化によるのかを明らかにするため，イオンチャネル直

結型グルタミン酸受容体の阻害剤である 2,3-Dioxo-6-nitro-1,2,3,4- tetrahydrobenzo ［f］ 

quinoxaline-7-sulfonamide （NBQX; Kainic acid （KA）/（RS）-α-amino-3-hydroxy-5-methyl-4 

isoxazolepropionic acid （AMPA） 型グルタミン酸受容体の阻害剤）と D-（-）-2-amino-5-phos-

phonopentanoic acid （AP5; N-Methyl-D-aspartate （NMDA） 型グルタミン酸受容体の阻害

剤）の投与実験を実施した（第 6図）。

　アメリカナマズ網膜に単離操作を施し得られた細胞浮遊液から 100 μℓ を取り，記録槽に

入れ約10分間静置した。その後，標準リンガー液を約35分間灌流し，水平細胞から膜電流を

導出した。水平細胞の膜電位を＋35 mVに固定すると，この細胞には＋105 pA程の膜電流

（保持電流）が現れた。L-グルタミン酸（Glu; 100 μM）を投与すると，水平細胞には 1030 

pA程の外向き電流が発生した。L-グルタミン酸を洗い流すと，元の膜電流にまで戻った。

L-15リンガー液（L-15 saline）を灌流すると，650 pA程の外向き電流が発生した。この膜

電流変化は，L-グルタミン酸投与によって発生した膜電流変化に比べて時間経過が緩やかで

あった。L-15 リンガー液の灌流中，NBQX （100 μM） を投与すると，膜電流は＋650 pAか

ら＋525 pAまで減少した。NBQXを洗い流すと，＋650 pA付近まで回復した。次に，AP5

（100 μM）を投与すると，膜電流は＋650 pAから＋450 pAにまで減少した。AP5を洗い流

しても，膜電流は＋570 pAまでしか回復しなかった。L-15 リンガー液を標準リンガー液に

戻すと，外向き電流は消失し，膜電流は＋110 pAまで戻った。再度 L-グルタミン酸（100 

μM）を投与すると，980 pAの外向き電流が現れ，これを洗い流すと概ね元の膜電流にまで

戻った。

　以上の結果から，L-15 リンガー液の灌流に伴い水平細胞に発生する膜電流変化は NMDA

型のみならずKA/AMPA型グルタミン酸受容体の活性化によることが示唆された。ただし，
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両タイプのイオンチャネル直結型グルタミン酸阻害剤の効果は不完全であり，L-15 リンガー

液の灌流に伴い水平細胞にはグルタミン酸受容体以外の受容体あるいは起電性トランスポー

ターなどの活性化が見込まれた。

考　　　　　察

Leibovitz＇s L-15 Mediumの選択

　Takahashi & Copenhagen （1992） は，キンギョ網膜の単相性水平細胞（赤錐体から主なシ

第 6図：L-15 リンガー液の灌流に伴い水平細胞に発生する膜電流変化に対する NBQXと AP5の影響
　アメリカナマズ網膜に単離操作を施し得られた細胞浮遊液から 100 μℓ を取り，記録槽に入
れ約10分間静置した。その後，標準リンガー液を約35分間灌流し，水平細胞から膜電流を導出
した。水平細胞の膜電位を＋35 mVに固定すると，約＋105 pAの膜電流（保持電流）が現れ
た。L-グルタミン酸（Glu; 100 μM）を投与すると，1030 pA程の外向き電流が惹起された。
L-グルタミン酸を洗い流し，膜電流が元に戻った後，L-15リンガー液（L-15 saline）を灌流し
た。水平細胞には約 650 pAの外向き電流が発生した。この膜電流変化は，L-グルタミン酸投
与によって発生した膜電流変化に比べて時間経過が緩やかであった。L-15リンガー液の灌流中
に 2,3-Dioxo-6-nitro-1,2,3,4-tetrahydrobenzo ［f］ quinoxaline-7-sulfonamide（NBQX; 100 μM）
を投与すると，＋650 pAから＋525 pAまで膜電流は減少した。NBQXを洗い流して，膜電流
が＋650 pA程に回復した時点で，D-（-）-2-amino-5-phosphonopentanoic acid（AP5; 100 μM）
を投与した。膜電流は＋650 pAから＋450 pAにまで減少し，AP5 を洗い流すと 570 pAにま
で回復した。L-15リンガー液を標準リンガー液に戻すと，外向き電流は消失し，膜電流は＋110 
pAにまで戻った。再度 L-グルタミン酸（100 μM）を投与すると，980 pAの外向き電流が現
れ，これを洗い流すと概ね元の膜電流にまで戻った。
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ナプス入力を受け取る水平細胞）に対する2-amino-4-phosphonobutyrate（APB；代謝調節型

グルタミン酸受容体アゴニスト）の作用が，水平細胞の細胞内水素イオン濃度（pH）に依存

していることを見つけた。水平細胞内 pHが低下（酸性化）したとき，APBは赤錐体から単

相性水平細胞へのシナプス伝達を抑制し，そして水平細胞内 pHが上昇（アルカリ化）した

とき，APBは無効であった。APBが錐体水平細胞に対して直接作用するのかあるいは他の

神経細胞を介して間接作用するのかを明らかにするため，アメリカナマズ網膜から錐体水平

細胞を単離・培養し，この細胞に対する APBの作用を調べた。水平細胞を培養する際，重

炭酸系の pH緩衝作用を含まない人工培地（Leibovitz＇s L-15 Medium）を選択した。Leibo-

vitz＇s L-15 Mediumを70％に希釈し，29.17 mM NaCl，1.62 mM CaCl2，10.0 mM Glu-

cose，10.0 mM HEPES，そして0.01 mg/ml BSAを加え，1 N-NaOHによって pHを7.6に

調整した培養液を作製し，約10°Cに維持し利用した。培養水平細胞内を酸性化すると，APB

はグルタミン酸投与に伴い発生する脱分極を濃度依存性に抑制した。つまり，APBは水平細

胞に対し直接作用することが明らかとなった。近年，アメリカナマズ網膜の錐体水平細胞に

2タイプの代謝調節型グルタミン酸受容体が発現している可能性が報じられたが，APBが水

平細胞内酸性化でのみ効力を発揮する理由については未だ明らかになっていない（Linn & 

Gafka, 1999）。

　爾来，著者は Leibovitz＇s L-15 Mediumを希釈した培養液（L-15培養液）を魚類網膜から

単離した水平細胞の培養に使用してきた。近年，L-15 培養液の作製に若干の変更を加え，

Leibovitz＇s L-15 Mediumを85％に希釈し，これに0.3 mM アスコルビン酸，10.0 mM 

HEPES，そして0.01 mg/ml BSAを加え，1N-NaOHによって pHを7.6に調整し用いてい

る。この L-15 培養液を使用することで，アメリカナマズ網膜から単離した水平細胞を 4週

間にも及ぶ長期間培養することが可能であった。最近，培養期間の長期化に伴い水平細胞の

生理応答が減弱するしくみを明らかにするため，L-15 培養液以外に，無機塩類を主成分とし

た培養液（アミノ酸類やビタミン類を全く含まない無機塩類培養液）（16°C）を用いた培養

を試みた（髙橋，2012a）。L-15 培養液を用いた培養と異なり，無機塩類培養液（16°C）中

で水平細胞を長期間培養することはできず，せいぜい10日であった。両培養液で培養した水

平細胞に L-グルタミン酸を投与し，発生する膜電流変化（グルタミン酸電流）を記録そして

比較した。不思議なことに，無機塩類培養液で培養した水平細胞に発生するグルタミン酸電

流が L-15 培養液で培養した水平細胞に発生するグルタミン酸電流よりも有意に大きいこと

が明らかとなった。しかし，「L-15 培養液を用いて水平細胞を培養すると，なぜグルタミン

酸電流が無機塩類培養液で培養した水平細胞のグルタミン酸電流に比べて減弱するのか。」に

ついて，その答を従来の研究成果から導き出すことはできなかった。これを説明するため，

本研究では最も単純な仮説である「Leibovitz＇s L-15 Mediumは，グルタミン酸受容体の活
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性を抑える成分を含んでいるのか。」を調べることにした。

Leibovitz＇s L-15 Mediumに含まれるグリシンの影響

　Leibovitz＇s L-15 Mediumには，無機塩類などに加えて17種類のアミノ酸と 8種類のビタ

ミンが含まれている（第 1表）。ビタミン類はともかく，アミノ酸類はリガンド受容体の活

性化や起電性トランスポーターによる取り込みを誘発する可能性がある。これまでの研究に

よって，魚類の水平細胞には少なくともグルタミン酸受容体とグルタミン酸トランスポー

ター，GABA受容体と GABAトランスポーター，ドーパミン受容体そしてグリシン受容体

などが発現していることが明らかとなっている（例えば，Lasater, & Dowling, 1982; 

Schwartz, 1982, 1987, 2002; Qian & Dowling, 1993; Takahashi et al., 1995a, b；髙橋，

2012a, b）。

　Leibovitz＇s L-15 Mediumには2.67 mMものグリシンが含まれおり，L-15 リンガー液を作

製するため85％に希釈して用いたとしても約 2.27 mMが残存する（第 1表参照）。本実験条

件下で塩化物イオン（Cl－）の平衡電位が 0 mV付近にあることを考慮すれば，＋35 mVに

膜電位固定された水平細胞にグリシンは外向き電流を発生する筈である（高橋，2012b）。グ

リシン電流は応答が速くそして顕著な脱感作を示すことが知られているが，本研究で採用し

た緩やかな灌流では一過性の膜電流変化は発現せず，持続性の膜電流変化が発生することが

予想される（例えば，Cui et al., 2993; Wang & Slaughter, 2005）。L-15 リンガー液の灌流

に伴い＋35 mVに膜電位固定した水平細胞に発生する持続性の外向き電流は，イオンチャネ

ル直結型グルタミン酸受容体阻害剤の投与（キヌレン酸，NBQXと AP5）で20～35％しか

抑制されず，残存する持続性膜電流にグリシン受容体活性化に基因する成分が含まれている

可能性がある（第 5図と第 6図参照）。L-15 培養液の水平細胞に対する作用にグリシン受容

体が関与しているか否かを明らかにするため，今後グリシン受容体阻害剤の投与実験を行う

必要があろう。

Leibovitz＇s L-15 Mediumに含まれる L-グルタミンの影響

　L-15 リンガー液の灌流に伴い水平細胞に発生した外向き電流は，イオンチャネル直結型グ

ルタミン酸受容体の阻害剤であるキヌレン酸（1 mM），NBQX（100 μM）やAP5（100 μM）

の投与によって阻害される（第 5図と第 6図）。この結果は，Leibovitz＇s L-15 Medium にグ

ルタミン酸受容体を活性化する成分が含まれていることを示唆している。しかし，第 1表か

ら明らかなように，Leibovitz＇s L-15 Medium には L-グルタミン酸も L-アスパラギン酸も

含まれていない。

　Yamada & Rothman （1989） はラットの培養海馬細胞に対する L-グルタミンの生理機能と
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神経毒性を調べる研究において，Sigma Chemical Co.（Sigma-Aldrich Co.の旧会社名）か

ら購入した L-グルタミンに微量の L-グルタミン酸が混入していることを見つけた。結果と

して，培養海馬細胞に対する L-グルタミンの作用が，混入している L-グルタミン酸による

ことを報告している。実際，Sigma-Aldrich Co.から販売されている数種類の L-グルタミン

の中で，製品番号 G3126 の L-グルタミンには0.5％未満の L-グルタミン酸が含まれている

ことがカタログに明記されている。仮にこの L-グルタミンを 1 mMで使用すると，5 μM未

満の L-グルタミン酸が含まれることになる。この L-グルタミン酸濃度は，グルタミン酸受

容体を活性化するに足る濃度である。L-グルタミン酸の L-グルタミンへ中への混入につい

ては，アフリカツメガエルの培養脊髄神経細胞を用いた研究でも報じられている（Sands & 

Barish, 1989）。この論文には，L-グルタミンを Fluka，Flowそして Aldrich（Sigma-Aldrich 

Co.の旧会社名）の 3社から購入したことが記載されている。L-グルタミンは多くの薬品会

社で製造されているが，何れの会社で製造された L-グルタミンも純度は100％ではない。勿

論，Gibcoが Leibovitz＇s L-15 Mediumを製造する際に使用している L-グルタミンにも L-

グルタミン酸が混入している可能性は充分ある。もし L-グルタミン酸が混入していれば，

Leibovitz＇s L-15 Mediumを用いて培養した神経細胞に発現するグルタミン酸受容体はこれ

を検出するに違いない。

　Kolbaev & Draguhn （2008） は，L-グルタミンが微量の L-グルタミン酸を含んでいること

を承知した上で，L-グルタミンをラットの培養海馬細胞に投与し，この細胞に発生する膜電

流変化が混入する L-グルタミン酸ではなく L-グルタミンによることを報告している。この

研究では，L-グルタミンが部分的に NMDA型グルタミン酸受容体を活性化して膜電流を発

生すること，そして L-グルタミンは未知の機序を介して膜電流を発生することを明らかにし

た。これを踏まえると，本研究で用いた L-15リンガー液の水平細胞に対する効果が ①L-15

リンガー液に混入する L-グルタミン酸（濃度不明）によるグルタミン酸受容体の活性化

（NBQX［AMPA/KA型グルタミン酸受容体阻害剤］と AP5［NMDA型グルタミン酸受容

体阻害剤］による抑制効果），②L-15 リンガー液に含まれる約 1.74 mMの L-グルタミンに

よるグルタミン酸受容体の活性化，そして ③約1.74 mMのL-グルタミンによる未知の作用，

の総てあるいはいくつかを介して発現していると予想される。また，Kolbaev & Draguhn 

（2008） は，グルタミン酸投与に比べ，グルタミン投与では立ち上がりの緩やかな膜電流成分

が発生することも報告している。本研究でも L-15 リンガー液の灌流に伴う水平細胞の膜電

流応答の発生はグルタミン酸投与に比べてかなり緩やかであり，L-15 リンガー液に含まれる

L-グルタミンが水平細胞にある未知のしくみを介している可能性も否定できない。今後，

L-15 リンガー液による膜電流応答が L-グルタミン酸の予期せぬ混入によるのか，L-グルタ

ミンのグルタミン酸受容体への直接作用であるのか，あるいは全く新しいグルタミン受容体
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が存在するのかなどを明らかにする必要があろう。

L-グルタミン酸： 興奮性神経伝達

　イオンチャネル直結型グルタミン酸受容体は生理学的および薬理学的な違いから，（RS）-

α-Amino-3-hydroxy-5-methyl-4 isoxazolepropionic acid （AMPA） 型，Kainic acid （KA） 型

そして N-Methyl-D-aspartate （NMDA） 型の 3種類に分類されている。この中で，中枢神経

系では AMPA型グルタミン酸受容体が主に機能していると考えられている。この受容体の

活性化に伴う膜電流は，Na＋や K＋に加え Ca2＋によって運ばれる。また，他のグルタミン酸

受容体と違い，この AMPA型グルタミン酸受容体は活性化が速く，顕著な脱感作を示すこ

とも知られている（例えば，Robert & Howe, 2003）。アメリカナマズ網膜水平細胞の細胞膜

には，総てのイオンチャネル直結型グルタミン酸受容体が発現していることが報告されてい

る（O＇Dell & Christensen, 1986, 1989; Eliazof & Jahr, 1997）。この水平細胞が L-15 リン

ガー液（L-15 培養液）に長期間暴露されたとき，AMPA型グルタミン酸受容体は持続的に

活性化し，この受容体の感受性が低下（脱感作）する可能性がある。このため，L-15 リン

ガー液（L-15 培養液）への長期間暴露後に水平細胞に発生するグルタミン酸電流は，無機塩

類培養液で同期間培養した水平細胞よりも小さくなったのかもしれない。

　近年，NMDA型グルタミン酸受容体と共に，AMPA型グルタミン酸受容体はシナプスの

可塑性に関与する重要な受容体として注目を集めている。例えば，マウス脳の海馬 CA1領域

にある錐体細胞には長期抑圧（特定の神経細胞間のシナプス伝達効率の長期的な抑制）とい

う現象が知られており，記憶や学習に関与していると考えられている。この長期抑圧は

NMDA型グルタミン酸受容体の活性化に伴う細胞内への Ca2＋流入がきっかけとなり，エン

ドサイトーシスによって AMPA受容体が細胞内へり込まれることで終了することが知られ

ている（Wang & Linden, 2000; Bredt & Nicoll, 2003）。つまり，この長期抑圧は細胞膜上

の AMPA型グルタミン酸受容体数の減少によって発現する。最近，錐体細胞内に流入した

Ca2＋がフォファターゼを制御することによってホスファチジルイノシトール-4-リン酸-5-キ

ナーゼ γ 661（脂質合成酵素の一種）を活性化し，これがホスファチジルイノシトール4,5-ビ

スリン酸（脂質分子の一種）の活性化を引き起こして AMPA型グルタミン酸受容体を細胞

内にエンドサイトーシスすることが明らかとなった（Unoki et al., 2012）。残念ながら，脊

椎動物網膜に長期抑圧が発生するという報告はない。しかし，L-15 リンガー液（L-15 培養

液）への長期間の暴露に伴い水平細胞のNMDA型グルタミン酸受容体が持続的に活性化し，

これに伴い細胞内で上昇した Ca2＋が AMPA型グルタミン酸受容体の数を減少させる可能性

は充分に考えられる。
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L-グルタミン酸： 興奮毒性

　脳や網膜において，L-グルタミン酸は代表的な興奮性神経伝達物質である。ところが，こ

の L-グルタミン酸が脳内や網膜内に過剰に存在すると，興奮毒性を示すことが知られている

（例えば，Lucas & Newhouse, 1957; Olney, 1969）。このため，神経終末から放出された L-

グルタミン酸は，放出した神経細胞自身ならびに周囲のグリア細胞に発現するグルタミン酸

トランスポーターによって速やかに回収される。この興奮毒性には，細胞内Ca2＋濃度の上昇

を伴うNMDA型およびAMPA型グルタミン酸受容体が関与していることが報告されている

（例えば，Lynch & Guttmann, 2002）。これらの受容体の関与は，興奮毒性がイオンチャネル

直結型グルタミン酸受容体の阻害剤の投与によって抑えられることからも明らかである

（Olney et al., 1989; Sheardown et al., 1990）。近年，L-グルタミン酸による興奮毒性はてん

かんや脳虚血などの急性の疾患のみならずアルツハイマー病や筋萎縮性側索硬化症などの長

い経過を経て発症する神経性疾患の原因としても注目を集めている（例えば，Mark et al., 

2001; Foran & Trotti, 2009）。細胞外の L-グルタミン酸濃度の異常な上昇に伴うグルタミン

酸受容体の活性化が，細胞内Ca2＋濃度の上昇を引き起こすことで興奮毒性が始まると考えら

れている（グルタミン酸－カルシウム仮説）。この細胞内 Ca2＋濃度の上昇はカルパイン（タ

ンパク質分解酵素の一種）やフォスフォリパーゼ（脂質分解酵素の一種）などの活性を上げ，

興奮毒性を発揮すると推測されている。これら加え，フリーラジカルや一酸化窒素形成が興

奮毒性に関与している可能性も報じられている。

　L-15リンガー液（L-15 培養液）を用いて水平細胞を培養したとき，水平細胞に発現する

NMDA型や AMPA型グルタミン酸受容体が活性化すると考えられる（第 6図参照）。これ

らのグルタミン酸受容体の活性化が水平細胞内のCa2＋濃度を上昇させることに加え，これら

の受容体の活性化に伴って生じる脱分極が L型カルシウムチャネルを活性化して水平細胞内

の Ca2＋濃度を上昇させることが予想される。水平細胞の培養が長期化すると，細胞内には

Ca2＋が蓄積し，最終的に興奮毒性が発現する可能性がある。興奮毒性のしくみは充分に解明

されているわけではないが，興奮毒性が発現するまでの過程で水平細胞のグルタミン酸受容

体数の減少あるいは感受性の低下が徐所に進行し，この結果としてグルタミン酸に対する応

答性が減弱することが考えられる。興奮毒性の発現とグルタミン酸受容体との関係について

は，今後の研究を待たざるを得ないのが現状である。
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